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Abstract 
We assessed the osteogenic differentiation of bone marrow stromal cells (BMSCs) in 
beta-tricalcium phosphate (β-TCP) blocks containing extracellar matrix (ECM) produced by 
human alveolar bone periosteal cells (HABPCs) in osteogenic differentiation medium. HABPCs 
were cultured in the blocks for 1 week (group 1) and 2 weeks (group 2). We then created β-TCP 
blocks containing ECM by drying both groups of cells. BMSCs were cultured in both groups’ 
β-TCP blocks containing ECM for 2 weeks. In the control group, BMSCs were cultured in the 
β-TCP blocks alone for 2 weeks. A significantly higher number of HABPCs was observed in 
group 2 compared to group 1. HABPCs produced several bone matrix proteins, and these 
positive reactions in group 2 were significantly higher than in group 1. Both test groups 
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indicated a significantly higher number of BMSCs than the control group. BMSCs produced 
osteopontin and osteocalcin, and these positive reactions were significantly higher in both test 
groups compared to the control group. The numbers of osteocalcin-positive reactions were 
higher in group 2 than in group 1. The osteogenic differentiation of BMSCs in the group 2 
β-TCP blocks containing ECM was significantly higher compared to the other BMSCs. 
 
 
要 旨 
我々は石灰化分化誘導培地を用いて培養したヒト歯槽骨骨膜由来細胞（HABPCs）が
産生した細胞外マトリックスを含有した βリン酸三カルシウム（β-TCP）が骨髄由来間
葉系幹細胞（BMSCs）に与える影響について評価した。HABPCs は β-TCP 内にて 1 週
間（Group 1）あるいは 2週間（Group 2）培養された。Group 1および Group 2の β-TCP
を乾燥させる事によって細胞外マトリックス含有 β-TCPを作製した。BMSCsを Group 1
およびGroup 2の細胞外マトリックス含有 β-TCP内にて 2週間培養したものを実験群と
し、β-TCP単体内にて BMSCsを 2週間培養したものをコントロール群とした。HABPCs
は Group 1と比較して Group 2にて有意に多く β-TCP内に観られた。HABPCsは β-TCP
内にて様々な骨基質タンパクを産生しており、それらの陽性反応は Group 1と比較して
Group 2にて有意に多く認められた。BMSCsは両実験群においてコントロール群と比較
して有意に多く認められた。BMSCsは細胞外マトリックス含有 β-TCP内にて Ki-67や
オステオポンチン（OP）やオステオカルシン（OC）を産生しており、その陽性反応は
実験群においてコントロール群よりも有意に多く、特に OPと OCの陽性反応は Group1
と比較して Group 2で有意に多く認められた。これらのことから、Group 2の細胞外マ
トリックス含有 β-TCP内の BMSCsはその他の群よりも骨形成系細胞に分化している事
が示唆された。 
 
解説文 
本研究は石灰化分化誘導培地を用いて培養したヒト歯槽骨骨膜由来細胞が産生した細胞
外マトリックスを含有したβリン酸三カルシウムが骨髄由来間葉系幹細胞に与える影響に
ついて評価した。その結果、骨髄由来間葉系幹細胞の骨芽細胞への分化を促進させること
が示唆されたのでここに報告する。 
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諸 言 
歯周組織再生療法においてこれまで様々な研究が行われ，臨床に応用されてきた。 
Vacanti と Langer は再生医療の三要素として細胞，足場，シグナル分子を提唱した 1)。
現在，細胞としては骨芽細胞や未分化間葉系幹細胞などが，足場としては I型コラーゲ
ン（Col-I）や βリン酸三カルシウム（β-TCP）などが，シグナル分子としては血小板由
来成長因子や塩基性線維芽細胞増殖因子（b-FGF）などが挙げられ、単体または複数の
組み合わせによって再生医療の研究に用いられている 2,3)。 
自家骨移植は細胞，足場，シグナル分子という再生療法の三要素の全てを有しており，
骨誘導能を持った歯周組織再生療法の gold standard とされている。しかしながら,その
採取量には限界があり，また採取部位における術後疼痛，採取による術中時間の延長と
いった欠点が存在する 4)。 
 細胞はその増殖や分化の過程において様々な細胞外マトリックスを産生する。特に骨
芽細胞からは Col-I，非コラーゲン性タンパク，プロテオグリカンなどが産生される。
細胞外マトリックスは細胞に対し，足場として働くだけではなく，生存，増殖，形態変
化，遊走や分化を調節する役割もある。Col-Iは細胞基質の石灰化に働き 5），未分化間
葉系幹細胞の骨芽細胞への分化において骨形成タンパク（BMP）や Runt-related 
transcription factor 2（Runx2）は大きな役割を果たす 6,7,8)。 
一方，未分化間葉系幹細胞は周囲環境や培養条件によって様々な細胞に分化すること
が知られている 9,10)。未分化間葉系細胞は骨髄，脂肪，軟骨などに存在しており，特に
骨髄より採取した骨髄由来間葉系幹細胞（Bone marrow stromal cells : BMSCs）を用いた
様々な研究が行われている。Dexamethasone（Dex），β-glycerophosphate（β-GP）は未分
化間葉系幹細胞を骨芽細胞へと分化させ、アルカリフォスファターゼ（ALP）やオステ
オカルシン（OC）の発現を促進させる働きがある 11)。Müller らはヒト間葉系幹細胞を
石灰化分化誘導培地（osteogenic differentiation medium : ODM）で培養したところ骨芽細
胞へと分化したと報告し 12)， また Ozonoらはラット背部に b-FGF，17β- estradiolと Dex
を添加した培地内で培養した BMSCsを β-TCPと共に移植し，骨形成が観られたと報告
している 10)。 
一方，患者の細胞を採取・培養し，その細胞を用いて再生療法を行う方法が研究され
ている。Okudaらはヒト歯槽骨骨膜を培養した培養骨膜シートを作製し，臨床において
応用し 13)，Ueno らは自家骨膜と自家骨髄移植において皮質骨と骨髄様組織の形成が起
きたと報告している 14)。 
 これまで我々は β-TCP 内で培養した HABPCs が細胞外マトリックスとして ALP や
Runx2などの骨芽細胞分化マーカーや，オステオポンチン（OP）や OCなどの骨基質タ
ンパクを産生し，それを乾燥させた細胞外マトリックス含有 β-TCPは BMSCsの骨形成
系細胞への分化を促進することを明らかにしてきた 15)。 
今回，ODM を用いて β-TCP 内にてヒト歯槽骨骨膜由来細胞（human alveolar bone 
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periosteal cells : HABPCs）を培養し，それを乾燥させた細胞外マトリックス含有 β-TCP
が BMSCsの骨形成系細胞への分化に与える影響について免疫組織化学的に評価した。 
 
材料および方法 
1. 細胞培養 
本研究は，神奈川歯科大学附属病院に来院した歯周病患者を対象に行った。神奈川歯
科大学倫理委員会の承認のもと（第 192 番），インフォームドコンセントを得た上で，
45歳から 53歳の 4人の患者より歯周外科処置時に部分層弁にて歯肉剥離を行い，歯槽
骨上にある組織を 3 × 3 mm採取した。採取した組織を骨膜片とし，細分化した後，Cell 
culture slip（Thermanox Plastic : Nalge Nunc International，USA）にて骨膜片を押さえるこ
とにより，静置した状態を保ち培養した。その後，細分化した骨膜片から遊走してきた
細胞を HABPCsの初代培養細胞とし，実験に供した。初代 HABPCs がコンフルエント
に達した後，0.25% trypsin（ニッスイ， 東京）にて処理し，細胞密度を 1.8×104 cells/cm2
に調整し，37℃，5% CO2下にて継代培養を行い使用した。細胞培養液は，α-minimum 
essential medium（Gibco，USA）に 10% fatal calf serum （Thermo Trace， Australia），0.25mM
の L-ascorbic acid 2-phosphate（和光純薬，大阪），100units/mL penicillin（Gibco），100μg/mL 
streptomycin（Gibco），3.5mg/mL D-glucose（和光純薬）を添加したものを通常培地とし，
2日間毎に培地交換を行った。通常培地に 10nMの Dex（和光純薬），10mM β-GP（和光
純薬）を添加したものを ODMとして使用した。 
また，神奈川歯科大学動物実験指針に従い，7週齢の Fisher系雄ラット（F344，日本
クレア，東京）をペントバルビタール・Na（ネンブタール，大日本製薬，大阪）の過
剰投与により安楽死させ，大腿骨を摘出後，両端の大腿骨頚部で切除し，1mLの通常培
地を注射筒で押し出し骨髄を採取した。その後，骨髄に対して 10mLの培養液で浮遊さ
せ，細胞懸濁液を作製した。骨髄細胞は 100-mm culture dishに播種し，37℃，5% CO2
下にてインキュベータ内で 3 日間培養した。培養した骨髄細胞に，4mL の培養液を 2
回加えた後，遊離細胞を除去し，付着細胞をさらに培養した。7日間培養したものを初
代 BMSCsとした。その後，細胞密度を 0.9×104 cells/cm2に調整し継代培養を行った。な
お本研究はヘルシンキ宣言を遵守し行った。 
 
2. β-TCP内への HABPCsの播種 
我々は 5 × 5 × 5mmの β-TCP（オスフェリオン，オリンパステルモバイオマテリアル，
東京）内に Hasegawa らの方法 16)を改変し HABPCs を播種した。つまり 5×105cells/mL
に調整した細胞懸濁液 1.5mLを満たした 5mLシリンジ（テルモシリンジ， テルモ，東
京）内に β-TCP を入れ，内筒を引くことでシリンジ内部を陰圧にし，バイブレーター
にて振動させることにより β-TCP 内の気泡を除去し，細胞を播種した。この処置を 4
回繰り返した。その後，β-TCPをシリンジ内から取り出し，24-well culture dishに静置
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し，上方より前述の細胞懸濁液を滴下し細胞播種を行い，37℃，5% CO2下で培養を行
った。ODMを用いて 2日毎に培地を交換し，1週間および 2 週間の培養を行い，それ
ぞれ Group 1，Group 2の HABPCs/β-TCPとした（n=4）。 
 
3. 細胞外マトリックス含有 β-TCPの作製 
 Group 1および Group 2の HABPCs/β-TCPを 37℃，5% CO2下で 3日間乾燥させるこ
とにより細胞を死滅させ，それぞれ Group 1，Group 2の細胞外マトリックス含有 β-TCP
とし，実験に使用した。 
 
4. 細胞外マトリックス含有 β-TCPへの BMSCsの播種 
5×105 cells/mLに調整したBMSCsの細胞懸濁液 1.5mLを満たしたシリンジ内にGroup 
1およびGroup 2の細胞外マトリックス含有β-TCPを入れ，前述の通り細胞を播種した。
その後，細胞外マトリックス含有 β-TCPをシリンジ内から取り出し，24-well culture dish
に静置し，通常培地を用いて 2日毎に培地を交換し，2週間培養を行ったものをそれぞ
れ Group 1および Group 2の BMSCs/β-TCP-ECMとした。培養終了後，通法に従い固定
を行い組織学的検索および免疫組織学的検索を行った（n=4）。 
また，β-TCP内に BMSCsを播種し，通常培地にて 2週間培養したものを Controlとし
て同様に組織学的，免疫組織学的検索を行った（n=4）。 
 
5. 組織学的検索 
HABPCs/β-TCPおよび BMSCs/β-TCP-ECMを 4%中性緩衝パラホルムアルデヒド水溶
液（和光純薬）にて 8時間固定し，その後パラフィン包埋を行いミクロトームにて厚さ
4～10 μmの切片を作製した。作製した切片をキシレン（和光純薬）および 100%，95%，
90%，80%，70% エタノール（和光純薬）を用いて順次脱パラフィンを行い，HE 染色
を行った。染色後，光学顕微鏡（BX-53，オリンパス，東京）にて HABPCs/β-TCPでは
ブロック中心部の小孔の観察を行い，BMSCs/β-TCP-ECMでは表層の小孔の観察を行っ
た。 
 
6. 免疫組織学的検索 
組織学的検索と同様に切片を作製し，脱パラフィン後に 10%正常ヤギ血清（normal 
goat serum : NGS）にてブロッキングを行った。一次抗体は，HABPCs/β-TCPには抗ヒト
ALPマウスモノクローナル抗体（1/10 : R&D Systems，USA），抗ヒト Runx2ラビットポ
リクローナル抗体（1/50 : Abnova，USA）抗ヒト Col-Iマウスモノクローナル抗体（1/50 : 
第一ファインケミカル，富山），抗ヒト OP ラビットポリクローナル抗体（1/1500 : 
CHEMICON INTERNATIONAL，USA），抗ヒト OCラビットポリクローナル抗体（1/25 : 
Abd serotec，USA）を用い，BMSCs/β-TCP-ECMには抗ラット Ki-67マウスモノクロー
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ナル抗体（1/50 : DakoCytomation，USA），抗ラット OP ラビットポリクローナル抗体 
（1/200 : BIOSS，USA），抗ラット OCマウスモノクローナル抗体（1/400 : Enzo Life 
Sciences，USA）を用い，4℃にて 1晩反応させ，二次抗体は Alexa fluor 488マウス IgG
および Alexa fluor 488ラビット IgG （Dako Cytomation）を用いて，室温にて 1時間反
応させた。観察は蛍光顕微鏡（BH-2，オリンパス，東京）を用い，表層の小孔につい
て行った。 
 
7. 統計学的検索 
HABPCs/β-TCP における細胞数，ALP，Col-I，Runx2，OP，OC の陽性反応数および
BMSCs/β-TCP-ECMにおける細胞数，Ki-67，OP，OCの陽性反応数を平均化し，市販の
統計ソフト（Dr. SPSS II 11.0.1， SPSS， 東京）を用い HABPCs/β-TCPについては Levene 
test による等分散性の検定を行った後に，分散が等しい場合には Student の t 検定を，
分散が等しくない場合には Aspin-Welchの t 検定を行い，BMSCs/β-TCP-ECM について
は一元配置分散分析（analysis of variance : ANOVA）の後に Sheffe検定を行い，p<0.05
のとき有意差ありとした。 
 
結 果 
 
1、 組織学的所見 
HABPCs/β-TCPにおいて，Group 1は，表層には多くの HABPCsの伸展が観られた
が，深部の小孔内では小孔壁表面にのみわずかに伸展していた。一方，Group 2では，
Group 1に比較して深部の小孔内全体に HABPCsが有意に多く伸展していた（Table 1, 
Fig. 1A, B）。 
BMSCs/β-TCP-ECMにおいて，Controlと比較して Group 1および Group 2で有意に多
くの細胞が β-TCP表層の小孔内に伸展しており，また Group 1と比較して Group 2で有
意に多かった（Table 2, Fig. 2A- C）。 
 
2、 免疫組織学的検索 
 HABPCs/β-TCPでは ALP，Col-I，Runx2，OP，OCの全ての陽性反応において Group 1
と比較して Group 2にて有意に多く認められた（Table 1, Fig. 1C- L）。 
 BMSCs/β-TCP-ECMでは Ki-67陽性反応は Group 1，Group 2において Controlと比較
して有意に多く認められた。 
OPおよび OCの陽性反応は Group 1，Group 2において Controlと比較して有意に多く認
められ，またGroup 2ではGroup 1と比較して有意に多く観られた（Table 2, Fig. 2D- L）。 
 
考 察 
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今回，我々は細胞外マトリックスを含有した新しい移植材の開発を目的として，ODM
を用いて作製した細胞外マトリックス含有 β-TCP が BMSCs に与える影響を検索し，
BMSCsの骨芽細胞への分化を促進させることを示した。 
骨表面を覆う結合組織である骨膜には骨芽細胞やその前駆細胞が存在している。骨膜
はMSCsの細胞ソースとして，軟骨内骨化や骨折治癒において直接的に関与する 17)。骨
膜に含まれる前駆細胞は骨系，軟骨系，脂肪系への分化能力を持っている 18)。軟骨治癒
において，stromal cell-derived factor-1の働きにより骨膜内の前駆細胞は胚様の状態に戻
り，またMSCsの動員を行う 19)。また，歯槽骨骨膜は歯根膜や骨組織に比較して，より
比較的低侵襲で採取できる組織であるため，今回我々は歯槽骨骨膜組織から遊出した
HABPCsを使用した。 
現在，臨床において使用される人工骨としては HAや β-TCPが挙げられる。両者はと
もに生体親和性，骨伝導能を持つリン酸カルシウムの人工骨であるが，生体内において
HAは移植後 10年以上経過してもほとんど吸収されないのに対し，β-TCPは経時的に吸
収され、それに伴い骨のリモデリングが生じる 20,21,22,23)。そのため，今回我々は足場材
として β-TCPを選択した。 
Hasegawaらはシリンジを用いた方法が最も β-TCP内部に効率的に細胞を播種できる
と報告し 16)，我々はその方法を改変し使用した。HABPCs/β-TCP の Group 1では β-TCP
深部にわずかな細胞しか観られなかったのに対し，Group 2では深部の小孔内に多くの
細胞が認められた。このことから HABPCsが β-TCP深部にまで十分伸展するには 2週
間程度の培養期間が必要であることが示された。 
 今回，ODMを用いて β-TCP内部にて培養した HABPCsは細胞外マトリックスとして
骨基質タンパクである Col-I，OP，OCや骨芽細胞の分化マーカーである ALPを産生し，
その傾向は Group 1と比較して Group 2で有意に多く観られた。また，Runx2の陽性反
応も Group 1と比較して Group 2で有意に多く観られた。Runx2は間葉系幹細胞の骨芽
細胞への分化の早期においては促進に働くが，分化の後期においては抑制に働き、また，
Runx2は Col-Ⅰ，OP，骨シアロタンパク，OCなどの骨基質タンパク質の発現を調節し
ている。24,25,26,27)。我々は β-TCP 内にて HABPCs が産生した Runx2 が，BMSCs の骨芽
細胞への分化を促進させ，OP，OCの産生を誘導したのではないかと考えている。 
 BMSCs/β-TCP-ECMにおいて β-TCP内部に BMSCsが伸展しており，細胞増殖マーカ
ーである Ki-67 の活性が観られたことから細胞外マトリックス含有 β-TCP は，BMSCs
に対する細胞傷害性が低く，内部に BMSCsが侵入，伸展，増殖することが示された。 
骨芽細胞はその分化段階によって様々な特異的遺伝子を発現する。すなわち前骨芽細
胞においては Col-Iと ALPを，未熟骨芽細胞においては OPと骨シアロタンパクを，そ
して成熟骨芽細胞では OC の発現が観られる 9,28,29,30)。よって，我々は OP，OC の発現
を観察することにより，BMSCs の骨芽細胞への分化程度を観察することができると考
えた。今回，細胞外マトリックス含有 β-TCP内部において BMSCsの産生した OPおよ
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び OC の陽性反応が観られたことから，BMSCs が未成熟骨芽細胞や成熟骨芽細胞に分
化していると考えられた。 
細胞外マトリックスは間葉系幹細胞の骨芽細胞への分化を誘導する。また，BMSCs
は多分化能を有している。それゆえ我々は細胞外マトリックス含有 β-TCP の骨伝導能
を評価する為に BMSCsをブロック内に播種した。今回，Controlと比較して Group 1と
Group 2の方が OP，OCの陽性反応が有意に多く観られ，また Group 1と比較して Group 
2において有意に多く認められた。これらのことから,ODMを用いて培養した HABPCs
由来の細胞外マトリックスが BMSCsの骨芽細胞への分化を促進させることが示唆され，
BMSCs の分化は細胞外マトリックスが多く産生されている Group 2 でより著明であっ
た。 
結論として，β-TCP内にて ODMを用いて培養した HABPCsは骨基質に含まれる細胞
外マトリックスを産生し，それを乾燥させた細胞外マトリックス含有 β-TCPは BMSCs
の骨芽細胞への分化を促進させることが示唆された。 
今後，免疫不全動物を用いた in vivo の研究において，細胞外マトリックス含有 β-TCP
がどの様な影響を及ぼすのかを検討する必要があると考える。 
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Figure legends 
 
Figure 1. H&E stain images of the HABPCs/β-TCP blocks from group 1 (A) and group 2 (B). 
Significantly higher numbers of cells extended into the pores at the core of group 2. 
Immunohistochemical staining showing the expression of ALP (C), Col-I (E), Runx2 (G), OP (I), 
and OC (K) in group 1 and ALP (D), Col-I (F), Runx2 (H), OP (J), and OC (L) in group 2 of the 
HABPCs/β-TCP blocks. In group 2, all of the positive reactions were significantly higher 
compared to group 1. (A–L: original magnification ×200, scale bar = 50 μm) 
 
 
Figure 2. H&E stain images of the BMSCs/β-TCP-ECM blocks from the control group (A), 
group 1 (B), and group 2 (C). Significantly higher numbers of cells extended into the core in the 
group 1 and group 2 blocks compared to the control group. Immunohistochemical staining 
showing the expression of Ki-67 (D), OP (G), and OC (J) in the control group, Ki-67 (E), OP 
(H), and OC (K) in group 1, and Ki-67 (F), OP (I), and OC (L) in group 2 of the 
BMSCs/β-TCP-ECM blocks. In group 1, a significantly higher number of positive reactions of 
Ki-67 showed in the pores compared to the control group. In both group 1 and group 2, a 
significantly higher number of OP-positive reactions were observed in the pores compared to 
the control group. In group 1, a significantly higher number of positive reactions of OC showed 
in the pores compared to the control group. In group 2, a significantly higher number of 
OC-positive reactions were seen in the pores compared to group 1 and the control group. (A–L: 
original magnification ×200, scale bar = 50 μm). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
14 
 
Table 1. HABPCs/β-TCP blocks analysis 
  Group 1    Group 2 
Number of cells 23.3 ± 5.1  112.5 ± 41.8*§ 
ALP 11.4 ± 0.9   23.1 ± 4.2†§ 
Col-I 14.7 ± 2.5   27.4 ± 3.5†‡ 
Runx2 18.8 ± 4.2   31.7 ± 1.7†‡ 
OP 26.6 ± 3.2   41.4 ± 4.9†‡ 
OC 13.6 ± 1.7   26.9 ± 2.4†‡ 
Results are mean ± SD.  
* p <0.05 compared to the Group 1. 
† p <0.01 compared to the Group 1. 
‡ Student t-test. 
§ Aspin-Welch t-test. 
 
 
 
Table 2. BMSCs/β-TCP-ECM blocks analysis 
  Control    Group 1    Group 2 
Number of cells   30.3 ± 7.0   77.0 ± 16.8†‖   101.1 ± 6.4‡‖ 
Ki-67   11.8 ± 2.3   23.4 ± 3.7†‖    25.1 ± 2.9†‖ 
OP   9.4 ± 2.4   23.0 ± 4.7†‖    46.0 ± 4.0§‖ 
OC   9.7 ± 1.3   22.4 ± 2.8*‖    42.7 ± 7.3§‖ 
Results are mean ± SD. 
* p <0.05 compared to the Control. 
† p <0.01 compared to the Control. 
‡ p <0.05 compared to the Group 1. 
§ p <0.01 compared to the Group 1. 
‖ ANOVA and Sheffe method. 
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